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(57) Abstract 



The invention concerns a pharmaceutical, cosmetic and/or food composition comprising a pyrazine derivative of formula (I) 
characterised in that the radicals R 1 to R 9 are H, radicals selected among the group consisting of alkyl, alkenyl, alkynyl aryl, arylalkyl, 
alkylaryl, heteroaryl, heteroalkyl, and hetero-(alkylaryl and arylalkyl), optionally substituted, or chains of formula (R 5 x R 6 )n, in which n > 
1, x represents one or several heteroatoms and R 5 and R 6 are radicals selected among the group consisting of alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, 
arylalkyl, alkylaryl, heteroaryl, heteroalkyl, and hetero-(alkylaryl and arylalkyl), optionally substituted. The invention also concerns the use 
of such a composition for preparing a medicine for preventing and/or treating pathologies related to the activity of oxygen promoters or for 
treating cancer tumours. 

(57) Abre*g£ 

La presente invention conceme une composition pharmaceutique, cosm6tique et/ou alimentaire comprenant un derive" de pyrazine de 
formule (I) caracterisee en ce que les radicaux R 1 a R 9 sont H, des radicaux choisis parmi le groupe constitu6 par alkyle, alkenyle, alkynyle, 
aryle, arylalkyle, alkylaryle, h6teroaryle, h6teroalkyle et he*te*ro-(alkylaryle et arylalkyle), 6ventuellement substitues, ou des chaines de 
formule (R 5 x R 6 ) n , oil n £ 1, x repr&ente un ou plusieurs h&6ro-atomes et R 5 et R 6 sont des radicaux choisis parmi le groupe constitu6 
par alkyle, alke*nyle, alkynyle, aryle, arylalkyle, alkylaryle, h&eroaryle, h6t6roalkyle et h6t£ro-(alkylaryle et arylalkyle), eventuellement 
substitues. La pre*sente invention concerne 6galement 1' utilisation d'une telle composition pour la prdparation d*un medicament destine" a la 
prevention et/ou au traitement des pathologies liees a Taction des agents pro-oxydants ou au traitement des tumeurs caricereuses. 
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COMPOSITION PHARMACEUTIQUE , COSMETIQUE ET/OU ALIMENTAIRE 
10 AUX PROPRIETES ANT I - OX YD ANTES 

Obiet de 1' invention 

La presente invention concerne une 
composition pharmaceutique, cosmetique et/ou aliraentaire 
15 destinee en particulier a la prevention et/ou le traitement 
de pathologies liees aux agents pro-oxydants. 

La presente invention concerne egalement 
1 1 utilisation de la composition pharmaceutique, cosmetique 
et/ou alimentaire selon l 1 invention. 

20 

Arriere-plan technoloqicrue et etat de la technique 

La demande de brevet WO96/28160 decrit une 

composition pharmaceutique, cosmetique et/ou alimentaire 

ayant des proprietes anti-oxydantes, et comprenant un 
25 derive de pyrazine ou un precurseur de celle-ci, les 

derivees etant des imidazolopyrazines telles que la 

coelenterazine . 

Ce document decrit egalement 1 'utilisation 

d'une telle composition pharmaceutique, cosmetique et/ou 
30 alimentaire pour le traitement de pathologies liees a 

1' action des agents pro-oxydants telles que les pathologies 

inf lammatoires, ou 1 ' application de ladite composition pour 
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le traitement de tumeurs cancereuses . 

Des molecules antioxydantes telles que des 
vitamines comme la vitamine E (soluble dans des lipides) ou 
des derives de cysteine (soluble dans l'eau) sont egalement 
5 deja utilises dans des applications cosmetiques, 
pharmaceutiques et/ou alimentaires . Cependant, de telles 
molecules antioxydantes sont caracterisees soit par une 
faible solubilite dans l'eau, soit par une toxicite elevee, 
par une efficacite trop faible ou par une faible stabilite 
10 vis-a-vis de d'oxygene. 



Buts de 1 ' invention 

La presente invention vise a obtenir une 
composition pharmaceutique , cosmetique et/ou alimentaire 
15 permettant la fixation d' agents' pro-oxydants qui ne 
presenterait pas les inconvenients de l'etat de la 
technique . 

Un but particulier de la presente invention 
vise a obtenir une composition pharmaceutique, cosmetique 
20 et/ou alimentaire permettant avantageusement la prevention 
et/ou le traitement de pathologies liees aux agents pro- 
oxydants . 

Un autre but- de la presente invention vise a 
fournir une composition pharmaceutique, cosmetique et/ou 
25 alimentaire qui soit caracterisee par une stabilite 
amelioree par rapport aux produits de I'etat de la 
technique, par une faible toxicite ou une absence de 
toxicite, par une importante solubilite dans un grand 
nombre de solvants et/ou des lipides. 
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Elements caracteristiques de la presente invention 

La presente invention concerne une 
composition pharmaceutique, cosmetique et/ou alimentaire 
comprenant un derive de pyrazine de formule 

5 




10 dans lequel les radicaux R 1 a R 9 sont H, des radicaux 
choisis parrai le groupe constitue par alkyle, alkenyle, 
alkynyle, aryle, arylalkyle, alkylaryle, heteroaryle, 
heteroalkyle et hetero- (alkylaryle et arylalkyle) , de 
preference constitues de 1 a 20 atomes de carbone 

15 comprenant eventuellement 1 a 10 heteroatomes et dont les 
atomes de carbone peuvent etre eventuellement substitues 
par un quelconque element du tableau de Mendeleev, de 
preference un element choisi parmi le groupe constitue par 
H, B, N, O, F, P, S, CI, As, Se, Br, Te et I, ou des 

20 chaines de formule (R 5 x R 6 ) n , ou n > 1, x represente un ou 

plusieurs hetero-atomes et R 5 et R e sont des radicaux 
choisis parmi le groupe constitue par alkyle, alkenyle, 
alkynyle, aryle , arylalkyle, alkylaryle, heteroaryle, 
heteroalkyle et hetero- (alkylaryle et arylalkyle) f 

25 constitues de 1 a 20 atomes de carbone comprenant 
eventuellement 1 a 10 heteroatomes et dont les atomes de 
carbone peuvent etre eventuellement substitues par un 
quelconque element du tableau de Mendeleev, de preference 
un element choisi parmi le groupe constitue par H, B, N, O, 

30 F, P, S, CI, As, Se, Br, Te et I; et eventuellement un 
vehicule pharmaceutique, cosmetique et/ou alimentaire 
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adequat . 

De preference, dans le derive de pyrazine 
selon 1' invention, les radicaux R 2 a R 9 sont H et le 
radical R 1 est un radical de formule CH 3 ^0^> et 
5 eventuellement un vehicule pharmaceutique, cosmetique et/ou 
alimentaire adequat . 

Un autre aspect de la presente invention 
concerne 1 1 utilisation de la composition selon l 1 invention 
pour la fixation d ! agents pro-oxydants (formes activees de 
10 I'oxygene) tels que peroxydes, superoxydes, . 

La presente invention concerne egalement un 
procede de fixation d' agents pro-oxydants dans lequel on 
met en contact la composition pharmaceutique, cosmetique 
et/ou alimentaire avec lesdits agents pro-oxydants. 
15 La presente invention concerne egalement un 

procede de traitement et/ou de prevention de pathologies 
liees a l 1 action d' agents pro-oxydants, en particulier des 
pathologies inf lammatoires , ainsi qu'un procede de 
traitement et/ou de prevention de 1 1 atherosclerose, dans 
20 lesquels on administre a un patient (homme ou animal) la 
composition pharmaceutique , cosmetique et/ou alimentaire 
selon la presente invention. 

Dans lesdits procedes, la composition 
pharmaceutique, cosmetique et/ou alimentaire est associee a 
25 un effet therapeutique . Cependant, ladite composition peut 
aussi etre caracterisee comme etant une composition 
alimentaire "fonctionnelle" . 

Une "composition alimentaire fonctionnelle" 
est caracterisee en ce qu'elle comprend un ou plusieurs 
30 ingredients susceptibles d' avoir un effet physiologique 
benefique sur le consommateur , tel que la prevention d*une 
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maladie, le traitement d ! une maladie, 1" activation du 
biorythme ou du systeme immunitaire . Une telle composition 
alimentaire f onctionnelle peut etre englobee dans la diete 
normale du consommateur , de maniere a procurer une 
5 amelioration generale de la sante du patient ou pour 
obtenir le traitement ou la prevention d ! une maladie 
particuliere, pour autant que ladite composition 
alimentaire f onctionnelle ait un effet significatif tant du 
point de vue preventif que therapeutique sur le 
10 consommateur. 

Ladite composition pharmaceutique, cosmetique 
et/ou alimentaire comprendra une quantite suffisante du 
derive de pyrazine selon 1' invention de maniere a obtenir 
une prevention ou un effet therapeutique significatif sur 

15 le consommateur. 

La proportion du derive de pyrazine selon 
I 1 invention dans la composition pharmaceutique, cosmetique 
et/ou alimentaire selon 1' invention variera en fonction des 
quant ites journalieres de produit absorbe, suivant la 

20 legislation alimentaire, cosmetique et pharmaceutique 
adequate, les appreciations organoleptiques et les effets 
secondaires susceptibles d'exister avec les derives selon 
1' invention et/ou leurs vehicules pharmaceutique s , 
cosmetique et/ou alimentaires utilises, 

25 Les vehicules pharmaceutiques, cosmetiques 

et/ou alimentaires des compositions selon l 1 invention sont 
des vehicules adequats notamment pour 1 1 administration 
orale, par exemple sous forme de tablettes, enrobees ou non 
enrobees, de pilules, de capsules, de solutions, d'huiles 

30 essentielles et/ou de sirops. 

D'autres vehicules pharmaceutiques, 

cosmetiques et/ou alimentaires adequats peuvent etre 



WO 98/43641 PCT/BE98/00044 

6 

utilises selon le mode d' administration choisi. 

En particulier, ces vehicules 

pharmaceutiques , cosmetiques et/ou alimentaires peuvent 
etre des cremes ou des huiles solaires bien connues de 
5 1' Homme du Metier, qui peuvent enduire differentes parties 
du corps humain ou animal en combinaison avec d'autres 
agents protecteurs de la peau. 

En outre, les produits de 1' invention peuvent 
etre aisement incorpores dans des solvants (milieux aqueux, 
10 alcools, . ou des lipides (par exemple en combinaison 
avec des huiles alimentaires ou des huiles de bronzage) . 

Les compositions pharmaceutiques, cosmetiques 
et/ou alimentaires selon 1 1 invention sont preparees selon 
des procedes generalement utilises par l'Homme du Metier, 
15 en particulier par les pharmaciens , et peuvent comprendre 
tout vehicule ou tout adjuvant pharmaceutiquement adequat, 
solide ou liquide, et non toxique. 

L 1 incorporation des derives selon 1' invention 
dans un milieu galenique peut egalement etre envisagee. 
20 Le pourcentage de produit act if (derives de 

pyrazine) dans le vehicule pharmaceutique, cosmetique et/ou 
alimentaire peut varier selon de tres larges gammes, 
generalement limitees par la tolerance et le niveau 
d' acceptation de la composition par le consommateur . 
25 Les limites sont generalement determinees par 

la frequence de consommation de la composition par le 
consommateur. 

Un dernier aspect de la presente invention 
concerne 1 'utilisation de la composition selon 1' invention 
30 pour la preparation d'un medicament destine a la prevention 
et/ou au traitement des pathologies liees a faction 
d r agents pro-oxydants . 
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En particulier, la presente invention 
conceme 1 'utilisation de la composition selon 1« invention 
pour la preparation d'un medicament destine a la prevention 
et/ou au traitement des pathologies inf lammatoires ou 
cancerigenes, i la prevention de 1 • atherosclerose et/ou au 
traitement des tumeurs cancereuses. 



10 



15 



Breve descriptio n figures 
La figure 1 represente le 



La figure 2 



La figure 3 



20 La figure 4 



La figure 5 



25 



La figure 6 



30 



pourcentage de survie 
cellulaire d'hepatocytes de rats en fonction 
de doses croissantes (Molaires) de 
coelenteramine. 

represente l'oxydation de "low-density 
lipoproteins" (LDL) avec un initiateur 
radiculaire hydrosoluible (AAPH) en presence 
de coelenteramine. 

represente le suivi de 1- oxydation de "low- 
density lipoproteins" humaines par du Cu 2+ en 
fonction du temps . 

illustre le pourcentage de survie 
d'hepatocytes sounds a 1' action de la 
nitrof urantoine . 

illustre 1 ' accroissement de la resistance de 
fibroblastes soumis a 1' action d'un stress 
oxydatif (concentration croissante en t-BHP) 
en presence ou en 1- absence de 
coelenteramine . 

illustre la reduction de la liberation de 
lactate -dehydrogenase par des hepatocytes de 
rats lorsque des doses croissantes de 
coelenteramine sont additionnees • au milieu de 
culture . 
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Exemples 

La coelenteramine (CLM) est ion produit 
naturel present chez les organismes marins, et qui derive 
de l'oxydation de la coelenterazine . 
5 La structure du la coelenteramine est 

illustree ci-dessous. Cette structure presente les 
caracteristiques suivantes : 

Exemvle 1 : stabilite 

1Q La coelenteramine est caracterisee par une 

excellente stabilite vis-a-vis de l'oxygene, aussi bien 
sous forme de poudre qu 1 apres solubilisation dans des 
solvants aqueux et organiques. En effet, cette molecule 
n'est pas alteree par un sejour de plusieurs jours en 

15 solvant aqueux expose a l'air. Apres plusieurs jours, aucun 
produit de degradation de la coelenteramine n'a ete 
identifie apres analyse chromatographique en HPLC et TLC. 

Exeiuvl e 2 ■■ toxicite 

20 La coelenteramine est caracterisee par une 

absence de toxicite tant sur les cellules hepatiques que 
sur les cellules intestinales ou les f ibroblastes . La 
coelenteramine a Ste appliquee sur des cultures primaires 
d'hepatocytes de rats ensemencees en microplaques (20000 

25 cellules par puits, 200 jxl) . Les doses en CLM allaient de 
1.3 10~ 5 a 5 10" 4 M. Apres une periode de 24 heures, leur 
survie. a ete evaluee par une mesure des coritenus en 
proteines totales dans chaque puits (methode de Bradford) . 
Les resultats, representes dans la figure 1, exprimes en 

30 pourcentage de la survie des controles non traites par la 
CLM, demontrent que cette derniere n'est pas du tout 
toxique pour les hepatocytes a ces concentrations. Des 
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resultats similaires ont ete obtenus sur des fibroblastes 
humains (MRC-5) ainsi que des cellules intestinales 
humaines (CAC02) . 

5 Exemvle 3 : activite vrotectrice des linovroteines 

L ' atherosclerose constitue une cause majeure 
de mortalite cardio-vasculaire . Des etudes epidemiologiques 
ont permis de monter qu'une developpement accelere de 
1' atherosclerose est associe a un taux plasmatique eleve en 

10 "low-density lipoproteins" (LDL) . II est connu que les LDL 
contiennent differents agents anti-oxydants, dont l 1 element 
majeur est 1 1 a- tocopherol (vitamine E) . L ! acide ascorbique 
(vitamine C) , 1 'ubiquinone et le p-carotene representent 
les autres principales molecules anti-oxydantes des LDL. II 

15 a ete mis en evidence in vitro que la transformation des 
macrophages en cellules spumeuses chargees en lipides (qui 
sont les principaux constituants de la plaque 
d 1 atherosclerose) est liee a' une modification de nature 
oxydative des LDL. L'oxydation des LDL est un processus 

20 medie par des radicaux libres et initie par la peroxydation 
des acides gras polyinsatures apres consoounation des agents 
anti-oxydants. L'oxydation des LDL augmente fortement les 
proprietes atherogenes . Des etudes epidemiologiques ont 
montre une relation inverse entre la mortalite cardio- 

25 vasculaire et la concentration plasmatique en anti-oxydants 
(tels que la vitamine E) . Par consequent, les anti-oxydants 
hydro- et liposolubles peuvent proteger les LDL et retarder 
ou empecher leur processus d'oxydation. Des lors, afin 
d'estimer l r effet protecteur de la coel enter amine cohtre 
30 1 ! atherosclerose, on compare l'oxydation in vitro des LDL 
en 1 1 absence ou en presence de concentrations variables en 
coelenteramine . 
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L'oxydation des acides gras polyinsatures des 
LDL s 1 accompagne de la formation de dienes conjugues qui 
presentent une absorbance maximale a 234 nm. Ces dienes 
conjugues resultent du rearrangement des doubles liaisons 
5 d 1 acides gras polyinsatures suite a 1 ■ abstraction d'un 
hydrogene malonique . L ' augmentation de 1 ' absorption des 
dienes conjugues peut etre direct ement mesuree en solution 
sans avoir recours a 1' extraction des lipides. On observe 
successivement une phase de latence pendant laquelle peu de 

10 dienes sont produits, une phase de propagation durant 
laquelle I 1 absorbance a 234 nm augmente rapidement pour 
atteindre un plateau et une phase de decomposition ou les 
aldehydes formes absorbent aussi dans la region de 
210-24 0 nm, produisant ainsi une nouvelle augmentation de 

15 1 1 absorbance a 234 nm. La mesure des dienes conjugues 
apparait actuellement comme le meilleur indicateur de 
1 'oxydabilite des LDL lorsque l ! on dispose de preparations 
pures de LDL (Esterbauer et al*. (1989)). 

En milieu acellulaire, l'oxydation des LDL 

20 peut etre catalysee par des ions metalliques tels que le 
cuivre ou declenchee par un initiateur radicalaire 
hydrosoluble tel que le 2 / 2 , -azobis (2 -amidinopropane) 
(AAPH) . 

Pour la mesure des dienes conjugues, une 
25 solution de LDL (concentration finale de 50 fig proteine / 
ml de tampon PBS, pH 7,4) est incubee en presence de 5 jzM 
de cuivre ou de 2 /iM d 1 AAPH et en absence ou en presence de 
concentrations variables en CLM dans une cuvette en quartz 
ayant un chemin optique de 1 cm. On mesure en fonction du 
30 temps les absorbances a 234 nm des differents echantillons 
sur un spectrophotometre UV- visible (DU-8, Beckman) . Un 
blanc est obtenu au moyen d'une solution phosphate sans LDL 
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mais contenant 5 fiM CuCl 2 .2H 2 0 et 2,5 /iM de CLM. Les tests 
sont realises a 30° C pour 1'oxydation des LDL en presence 

de cuivre et a 37 °C en presence d'AAPH. 

Les resultats indiquent que la CLM exerce une 
5 importante action protectrice des LDL vis-a-vis de leur 
oxydation par I'AAPH ou le cuivre. L» action de la CLM sur 
1'oxydation des. LDL par I'AAPH est illustree a la figure 2, 
dans laquelle on observe le ralentissement important de 
1' apparition des dienes conjugues avec des concentrations 

10 croissantes de CLM. Des resultats similaires sont observes 
lorsque 1'oxydations des LDL est realisee par le cuivre. La 
figure 3 illustre le retard dans 1' apparition des TBARS 
(thiobarbituric acid reactive substances) , correspondant 
essentiellement en malonaldialdehyde (MDA) , produit de 

15 1'oxydation des lipides contenus dans les LDL. 

Exemvle 4 : action protectrice vis-a-vis de cellules 

soumises a un stress oxydatif 

Des cultures primaires d 1 hepatocytes ont ete 

20 soumises a 1» action du tert- butyl -hydroperoxyde (t-BHP) et 
de la nitrofurantoin (NF) . L'action du t-BHP est liee a 
son pouvoir oxydant direct tandis que l'action de la NF 
resulte de la production d 1 anions superoxydes lors de sa 
metabolisation par le cytochrome P450 des cellules. 

25 La figure 4 illustre la survie d 1 hepatocytes 

soumis a l'action de la NF 3 10~4 M pendant 6 heures. Au 
terme de ce traitement, la survie (estimee par la methode 
MTT) etait de 18% chez les groupes controles . Lorsque la 
CLM est additionnee au milieu de culture, la survie des 

3 0 hepatocytes augmente regulierement pour atteindre 70% des 
controles a 5 10" 5 M CLM. 
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La figure 5 illustre 1 1 accroissement de la 
resistance de fibroblastes sujets a l 1 action du t-BHP par 
la CLM 10 " 5 M. Dans ce cas, on observe un deplacement 
significatif de la courbe de cytotoxicity (mesuree par test 
5 MTT) du t-BHP vers de plus fortes concentrations en 
presence de CLM. 

Des resultats similaires sont observes chez 
les hepatocytes traites par le t-BHP. La figure 6 illustre 
la reduction de la liberation de lactate dehydrogenase 
10 (LDH) , indicatrice d'une cytotoxicity, par les cellules 
lorsque la CLM (10 et 50 /xM) est additionnee au milieu de 
culture. La mortalite, qui est de 75% chez les controles, 
n'atteint plus que quelques % en presence de CLM 50 /zM. 



15 




WO 98/43641 PCT/BE98/00044 

13 

REVEND I CAT I ONS 
1. Composition pharmaceutique , cosmetique 
et/ou alimentaire comprenant un derive de pyrazine de 
f ormule 

5 

"R J 

caracterisee en ce que les radicaux R 1 a R 9 sont H, des 
10 radicaux choisis parmi le groupe constitue par alkyle, 
alkenyle, alkynyle, aryle, arylalkyle, alkylaryle, 
heteroaryle, heteroalkyle et hetero- (alkylaryle et 
arylalkyle), eventuellement substitues, ou des chaines de 
formule (R 5 x R 6 ) n , ou n > 1, x represente un ou plusieurs 
15 hetero -atonies et R 5 et R 5 sont des radicaux choisis parmi 
le groupe constitue par alkyle, alkenyle, alkynyle, aryle, 
arylalkyle, alkylaryle, heteroaryle, heteroalkyle et 
hetero- (alkylaryle et arylalkyle), eventuellement 
substitues . 

20 2. Composition pharmaceutique, cosmetique 

et/ou alimentaire selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que les radicaux r2 a R 9 sont H et que le radical est 
un radical de formule -CH3- ^Q^ > 

3. Utilisation de la composition 
25 pharmaceutique, cosmetique et/ou alimentaire selon la 

revendication 1 ou 2 , pour la fixation d' agents pro- 
oxydants . 

4. Utilisation de la composition 
pharmaceutique selon la revendication l ou 2 , pour la 

30 preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou 
au traitement des pathologies liees a 1' action des agents 
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pro-oxydants . 

5. Utilisation de la composition 
pharmaceutique selon la revendication 1 ou 2, pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou 

5 au traitement des pathologies inf lammatoires . 

6. Utilisation de la composition 
pharmaceutique selon la revendication 1 ou 2, pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou 
au traitement des pathologies cancerigenes . 

10 7 . Utilisation de la composition 

pharmaceutique selon la revendication 1 ou 2, pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou 
au traitement de 1' atherosclerose . 

8 . Utilisation de la composition 

15 pharmaceutique selon la revendication 1 ou 2, pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement des 
tumeurs cancereuses . 
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-CH2-phenyle. 
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